Ультраструктурные особенности и свойства эритроцитарной мембраны у пожилых лиц by Сладкова, Е. А. et al.
 
 
66 Выпуск 3 (71). 2019 
УДК 612.117.1/612.117.7 
УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ                                                                                  
И СВОЙСТВА ЭРИТРОЦИТАРНОЙ МЕМБРАНЫ У ПОЖИЛЫХ ЛИЦ 
Е.А. Сладкова1, Н.И. Жернакова2, М.Ю. Скоркина1, А.А. Грищенко2 
ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет»,                     
Медицинский институт, 1кафедра биохимии; 2кафедра семейной медицины 
Эритроцитарные мембраны являются уникальным объектом, позволяющим проследить изменения ультраструктуры 
и биофизических свойств мембран при старении организма. Целью работы явилось изучить особенности ультраструктур-
ной организации и биофизические свойства эритроцитарной мембраны у лиц пожилого возраста. В работе использован 
метод атомно-силовой микроскопии для оценки цитоархитектоники, упруго-эластических, электрических и адгезивных 
свойств клеточной поверхности. В результате выполненного исследования установлено наличие немногочисленных 
морфологических образований, представленных в виде глобулярных структур и углублений на поверхности эритро-
цитов пожилых людей. Для эритроцитов характерен отрицательный заряд мембраны (-49,4 ± 3,8) мВ, модуль Юнга 
составил (3,94 ± 0,2) мПа. Измерены силы адгезии в системе «эритроцит – эритроцит» (27,9 ± 0,6) нН, в системе 
«эритроцит – лейкоцит» (59,4 ± 0,5) нН. Полученные экспериментальные данные открывают возможности для разработки 
принципиально новых подходов в изучении функциональных свойств плазмалеммы клеток крови на различных 
этапах онтогенеза. 
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адгезия, упруго-эластические свойства, поверхностный потенциал. 
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ULTRASRTRUCTURAL FEATURES AND PROPERTIES                                                               
OF ERYTHROCYTE’S MEMBRANE IN THE ELDERLY PEOPLE 
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Erythrocytes’ membranes are unique subjects allowing tracing the changes of the ultrastructure and biophysical 
properties of membrane ageing. The goal of this study is the investigation of the features of the ultrastructural organization 
and biophysical properties of the membrane’s erythrocyte in the elderly people. In the work was used the method of atomic 
force microscopy for the estimation of the relief and elastic properties, electrical and adhesive properties of a cell’s surface. 
In the results of the study has been established the availability of a few morphological formations in the form of globular 
structures and deepening on the surface’s erythrocyte of the elderly people. For the erythrocytes were the negative charge 
of membrane (-49,4 ± 3,8) mV, Young’s module was (3,94 ± 0,2) mPа. It was measured the adhesive forces in the system 
«erythrocyte – erythrocyte» (27,9 ± 0,6) nN and in the system «erythrocyte – leukocyte» (59,4 ± 0,5) nN. The obtained data 
open up new opportunities for the development of the fundamentally new approaches in the study of functional properties  
of cells’ plasmalemma on the various stage of ontogenesis. 
Key words: membrane’s erythrocyte, atomic force microscopy, ultrastructure of a surface, adhesion, elastic properties, 
surface potential. 
 
Возрастные патофизиологические механизмы 
старения на клеточном уровне тесно связаны с 
особенностями организации и функционирования 
биологических мембран. Процесс старения сопро-
вождается нарушением механизмов межклеточно-
го взаимодействия в мелких капиллярах микросо-
судистого русла, что, в итоге, приводит к развитию 
возраст-ассоциированных патологий в виде атеро-
склеротических бляшек, тромбов и т. п. [10]. Это 
обстоятельство предполагает поиск и разработку 
новых способов ранней диагностики функциональ-
ных нарушений на клеточном уровне. Использова-
ние технологий атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
в медико-биологических исследованиях открывает 
возможности для разработки принципиально новых 
подходов в изучении функциональных свойств 
плазмалеммы клеток крови на различных этапах 
онтогенеза. Результаты АСМ-сканирования инте-
грируют данные о морфологии нативной клеточной 
поверхности с ее биофизическими свойствами,                
такими как жесткость, сила клеточно-поверхностного 
или клеточно-клеточного взаимодействия [3], а также 
потенциал поверхности [9]. 
Особая роль в оценке патологических сдвигов 
принадлежит эритроцитам, метаболический статус 
которых отражает редокс-потенциал организма                
в целом. Эритроцитарные мембраны являются 
уникальным объектом, позволяющим проследить 
изменения ультраструктуры и биофизических 
свойств клеточной поверхности при старении ор-
ганизма. Использование биофизического подхода 
в исследовании возрастных изменений организма 
приобретает особую актуальность в связи с разви-
тием диагностикумов нового поколения, основанных 
на достижениях молекулярной медицины.  
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ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Изучить особенности ультраструктурной орга-
низации и биофизические свойства эритроцитарной 
мембраны у лиц пожилого возраста. 
 
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 
Работа выполнена на базе кафедр биохимии 
и семейной медицины Медицинского института 
НИУ БелГУ. Изучены особенности ультраструктур-
ной организации и свойств 80 эритроцитарных 
мембран пожилых пациентов в возрасте от 65–
75 лет, находящихся на лечении в терапевтическом 
отделении Белгородской центральной районной 
больницы с. Стрелецкое (г. Белгород). В исследова-
ние включали пациентов без выраженных тяжелых 
патологий (метаболический синдром, сахарный диа-
бет, онкологические заболевания), не принимающих 
фармакологические препараты, оказывающие влия-
ние на гемопоэтическую функцию системы крови.  
Забор крови проводили с участием специали-
зированного медперсонала в вакуумные пробирки 
Vacuette K3E, содержащие сухую ЭДТА К3 в кон-
центрации 2,0 мг (0,006843 моль/литр) на 1 мл крови. 
Исследования выполнены с соблюдением требова-
ний Хельсинкской декларации. Получено информи-
рованное согласие всех субъектов эксперимента  
в соответствии с рекомендациями (Декларация по 
этическим принципам медицинских исследований, 
в которых участвуют люди, принятая 52-й Генераль-
ной ассамблеей Всемирной медицинской ассоциа-
ции, Эдинбург, Шотландия, октябрь, 2000 г.). 
Ультраструктурные особенности эритроцитар-
ных мембран изучали на атомно-силовом микро-
скопе ИНТЕГРА ВИТА (конфигурация на базе инвер-
тированного микроскопа Olympus IX-71) в режиме  
полуконтактного сканирования во влажной камере 
с целью сохранения нативных свойств клеточной 
поверхности [4]. Сканирование осуществляли с 
частотой развертки 0,6–0,8 Hz, используя канти-
леверы серии NSG03 жесткостью 1,1 Н/м и радиу-
сом закругления 10 нм. Строили кривые профиля 
участков поверхности размером 3,5×3,5 мкм, на 
которых измеряли высоту и подсчитывали количе-
ство глобулярных выступов, а также измеряли габа-
ритные размеры углублений в мембране. 
Упруго-эластические свойства эритроцитов 
оценивали на АСМ в режиме силовой спектроско-
пии. Для работы с клетками использовали модифи-
цированные АСМ-зонды в виде полусфер с радиу-
сом закругления 5 мкм [5]. Модуль Юнга, характери-
зующий упругость клеток, рассчитывали согласно 
подходу, изложенному в работе [6].  
Электрические свойства эритроцитарной мем-
браны оценивали, выполняя измерения поверхност-
ного потенциала (ПП) в режиме зонда Кельвина                
на АСМ. Подготовку клеточной суспензии для               
измерения и процедуру измерения ПП осуществ-
ляли согласно способу, изложенному в работе [8].             
В исследовании использовали кантилеверы с токо-
проводящим титановым покрытием серии NSG03/TiN 
(Nanoworld, USA), обработку полученных сканов 
проводили в программе Nova (NT-MDT, Россия). 
Изучение механизмов межклеточной адгезии 
выполнено на АСМ в режиме силовой спектроско-
пии. Для измерения сил межклеточной адгезии меж-
ду эритроцитом и гранулоцитом конструировали 
биосенсорный чип, изготовленный на основе натив-
ного эритроцита и типлесса CSG11 (USA)  согласно 
способу, изложенному в работе [7]. Выбор эритроци-
та в качестве биосенсора основан на идее о том, что 
в микроциркуляторном русле популяция эритроци-
тов играет ключевую роль в процессе маргинации 
гранулоцитов к сосудистой стенке и их дальнейшей 
экстравазии через сосудистую стенку [13]. Силу 
межклеточной адгезии измеряли в системе «эритро-
цит – гранулоцит», «эритроцит – гранулоцит», реги-
стрируя силовые кривые с поверхности 80 клеток. 
Силы адгезии рассчитывали с помощью программ-
ного обеспечения Nova (NT-MDT, Зеленоград, 2009). 
Результаты экспериментальных исследова-
ний обрабатывали методами вариационной стати-
стики. В работе приведены средние величины (М) 
и величины статистической ошибки средней (m). 
 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ                                       
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Эритроциты периферической крови людей 
пожилого возраста в норме правильной округлой 
формы, имеют четко выраженные границы в об-
ласти пэлора (рис. а), за счет чего существенно 
увеличивается площадь поверхности клетки, поз-
воляющая ей эффективно осуществлять адсорб-
ционно-транспортную функцию [2]. 
 
 
 
 
Рис. Сканограммы эритроцитов периферической крови 
человека (возраст 68 лет):                                                                     
а – 3D-скан клеток, б – ультраструктурные особенности 
рельефа поверхности (стрелкой показано углубление 
плазмалеммы) 
  а 
  б 
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При сканировании отдельных участков плазма-
леммы выявлены морфологические образования            
в виде углублений и единичные глобулярные струк-
туры, в целом рельеф клеточной поверхности сгла-
жен (рис. б).  
В результате анализа морфометрических дан-
ных установлено, что морфометрические пара-
метры эритроцитов у обследованных лиц соответ-
ствовали значениям физиологической нормы. Так, 
средний диаметр эритроцита человека в пожилом 
возрасте равен (6,7 ± 0,08) мкм, высота клетки (3,5 ± 
0,1) мкм, площадь поверхности (79,3 ± 1,3) мкм2, 
объем – (29,2 ± 1,15) мкм3.  
Результаты анализа ультраструктурных осо-
бенностей мембраны у лиц пожилого возраста 
представлены в таблице. Данные таблицы свиде-
тельствуют о немногочисленном присутствии на 
поверхности мембраны структурных образований, 
что согласуется со сглаженным рельефом поверх-
ности, наблюдаемым на сканограммах. 
 
Ультраструктурные особенности рельефа эритроцитарной 
мембраны у лиц пожилого возраста (n ± m) 
Структура Значения (n = 60) 
Углубления                   
в мембране 
Глубина, нм 160,9 ± 13,5 
Диаметр, нм 192,4 ± 19,1 
Число  4,4 ± 0,6 
Глобулярные  
образования 
Высота, нм 131,6 ± 13,0 
Диаметр основания, нм 161,9 ± 16,3 
Число 3,07 ± 0,6 
 
Однако размеры углублений на поверхности 
мембраны существенны и, вероятно, свидетель-
ствуют о структурных перестройках в фосфолипид-
ном слое в результате дефицита энергопродукции 
и интенсификации процессов свободнорадикаль-
ного окисления, которые сопровождают процесс 
старения организма [1]. 
Для эритроцитарной мембраны людей пожилого 
возраста установлен отрицательный заряд (–49,4 ± 
3,8) мВ, модуль Юнга, характеризующий жесткость 
клетки, составил (3,94 ± 0,2) мПа. Объективным 
показателем функциональной активности эритро-
цитарной мембраны является ее адгезивная спо-
собность. Сила адгезии в системе «эритроцит – 
эритроцит» составила (27,9 ± 0,6) нН, в системе 
«эритроцит – лейкоцит» – (59,4 ± 0,5) нН. Жесткость 
эритроцитарной поверхности влияет на деформи-
руемость клетки и является определяющей харак-
теристикой при ее прохождении через узкие ка-
пилляры. Упруго-эластические свойства мембраны 
в значительной степени зависят от ее микровязко-
сти, определяемой липидным спектром [2]. Со-
гласно данным литературы, микровязкость эритро-
цитарных мембран увеличивается с возрастом 
[11], а следовательно, возрастает жесткость клет-
ки и снижается ее способность деформироваться 
в микроциркуляторном русле, что негативно влияет 
на тканевой обмен.  
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, с использованием метода 
атомно-силовой микроскопии изучены особенности 
цитоархитектоники эритроцитарной мембраны, 
доказано наличие на ее поверхности морфологи-
ческих структур в виде глобулярных образований 
и углублений. Биофизические свойства эритроци-
тарной мембраны – отрицательный заряд клеточ-
ной поверхности, жесткость и адгезивная способ-
ность позволяют клеткам эффективно функциони-
ровать и участвовать в тканевом обмене. Сохране-
ние отрицательного заряда эритроцитарной мем-
браной – основополагающий признак функцио-
нальной активности клетки, позволяющий избегать 
склеивания эритроцитов и эффективно взаимо-
действовать с лейкоцитами в микроциркуляторном 
русле. Дальнейшее изучение ультраструктурных 
особенностей и биофизических свойств эритроци-
тарных мембран позволит расширить фундамен-
тальные представления современной физиологии 
о механизмах формирования сладжей и конгло-
мератов клеток крови в мелких сосудах, которые 
можно рассматривать как триггерные факторы при 
развитии атеросклеротических поражений в пожи-
лом возрасте. 
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